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(57) Abstract: The invention relates to a 
method for reproducing ribonucleic acids. 
According to said method: (a) a DNA 
single strand is created from an RNA by 
reverse transcription using a single-strand 
primer, an RNA-dependent DNA 
polymerase and deoxyribonucleotide 
monomers; (b) the RNA is removed; (C) 
a DNA double strand is produced using 
a single-strand primer, which contains 
the sequence of a promoter, a DNA 
polymerase and deoxyribonucleotide 
monomers; (d) the double strand is split 
into single strands; (e) DNA double 
strands are created from the single strands 
created in (d), using a single-strand 
primer, which contains the sequence 
of a promoter, a DNA polymerase and 
deoxyribonucleotide monomers; (0 
a plurality of RNA single strands is 
created using an RNA polymerase and 
ribonucleotide monomers. The invention 
also relates to kits comprising the 
components that are required for carrying 
out the inventive method. 



(57) Zusammenfassung: Die 

vorliegende Erfindung betrifft Verfahren 
zur Vermehrung von Ribonuklein- 
sauren, bei denen man (a) mittels 
eines Einzelstrang-Primers, einer 
RNA-abhangigen DNA -Polymerase und 
Desoxyribonukleotid-Monomeren einen 
DNA-Einzel Strang durch reverse Transkription aus einer RNA erzeugt; (b)die RNA entfernt; 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite J 
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(c) mittels eines Einzelstrang-Primers, der die Sequenz eines Promoters umfasst, einer DNA-Polymerase und Desoxyribonukleotid- 
Monomeren einen DNA-Doppelstrang erzeugt; (d) den Doppelstrang in Einzelstrange auftrennt; (e) mittels eines Einzelstrang- 
Primers, der die Sequenz eines Pro motors umfasst, einer DNA-Polymerase und Desoxyribonukleotid-Monomeren DNA-Doppel- 
strange aus den in (d) entstandenen Einzelstrangen erzeugt; (0 mittels einer RNA-Polymerase und Ribonukleotid-Monomeren eine 
Vielzahl von RNA-EinzelstrMngen erzeugt. Die vorliegende Erfindung betrifft femer Kits, welche fiir die Durchfuhrung der erfind- 
ungsgemassen Verfahren notwendigen Bestandteile umfassen. 
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Vermehrunq von Ribonukleinsa^refl 



Die vorliegende Erf indung betrif f t Verfahxen zur Vermehrung von 
Ribonukleinsauren, bei denen man 

(a) mittels eines Einzelstrang-Primers, einer RNA-abhangi- 
gen DNA- Polymerase und Desoxyribonukleotid-Monomeren 
einen DNA-Einzelstrang durch reverse Transkription aus 
einer RNA erzeugt; 

(b) die RNA entfernt; 

(c) mittels eines Einzelstrang-Primers, der die Sequenz ei- 
nes Promotors umfafit, einer DNA- Polymerase und Desoxy- 
ribonukleotid-Monomeren einen DNA-Doppelstrang erzeugt; 

(d) den Doppelstrang in Einzelstrange auftrennt; 

(e) mittels eines Einzelstrang-Primers , der die Sequenz 
eines Promotors umfafit, einer DNA- Polymerase und Des- 
oxyribonukleotid-Monomeren DNA-Doppelstrange aus den in 
(d) entstandenen Einzelstr&ngen erzeugt; 
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(f) raittels einer RNA-Polymerase und Ribonukleotid-Monome- 

ren eine Vielzahl von RNA-Einzelstrangen erzeugt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Kits, welche fiir die 
Durchfiihrung der erf indungsgemaflen Verfahren notwendigen Be- 
standteile umfassen. 



Im Stand der Technik sind eine Vielzahl von Verfahren zur Ver- 
mehrung von Nukleinsauren bekannt. Das bekannteste Verfahren 
10 ist die Polymerase-Ketten-Reaktion ("polymerase chain reaction" 
oder PCR), welche Mitte der 80er Jahre von Kary Mullis entwik- 
kelt wurde (vgl. Saiki et al., Science, Vol. 230 (1985), 1350- 
1354; und EP 201 184) . 

15 

Bei der PCR-Reaktion lagern sich Einzelstrang-Primer (Oligo- 
nukleotide mit einer Kettenlange von iiblicherweise 12 bis 24 
Nukleotiden) an eine komplementare, einzelstrangige DNA-Sequenz 
an. Die Primer werden mittels einer DNA-Polymerase und den 

20 Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs , namlich dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP) zu einem Doppelstrang verlangert. Der Doppelstrang 
wird durch Hitzeeinwirkung in Einzelstrange aufgetrennt. Die 
Temperatur wird so weit gesenkt, dass sich erneut Einzelstrang- 
Primer an die DNA-Einzelstrange anlagern. Die Primer werden 

25 durch die DNA-Polymerase erneut zu einem Zweitstrang elongiert. 

Bei Wiederholung der obigen Schritte ist eine exponentielle 
Vermehrung der Ausgangs-DNA-Strange moglich, da die Reaktions- 
bedingungen so gewahlt werden konnen, dass aus nahezu jedem 
30 DNA-Einzelstrang bei jedem Reaktionsdurchlauf ein Doppelstrang 
gebildet wird, der nachfolgend wieder in zwei Einzelstrange 
aufgespalten wird, welche wiederum als Matrize fiir weitere 
Strange dienen. 
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Sofern vor diesem Verfahren eine reverse Transkription durch- 
gefuhrt wird, bei der mittels einer RNA-abhangigen DNA-Polyrae- 
rase ein DNA-Einzelstrang (die sogenannte cDNA) aus einer mRNA 
gebildet wird, kann die PCR-Reaktion auch unmittelbar auf die 
Vermehrung von Nukleinsauren ausgehend von einer RNA-Sequenz 
anwendbar (vgl. EP 201 184). 

Zu diesem Reaktions-Grundschema wurden in der Zwischenzeit eine 
Vielzahl von Alternativen entwickelt, die sich in Abhangigkeit 
des Ausgangsmaterials (RNA, DNA, Einzelstrange, Doppelstrange) 
und des Reaktionsproduktes (Vermehrung spezifischer RNA- oder 
DNA-Sequenzen in einer Probe oder Vermehrung aller Sequenzen) 
voneinander unterscheiden. 

In den letzten Jahren werden zunehmend sogenannte Microarrays, 
zur Analyse von Nukleinsauren verwendet. Dabei handelt es sich 
urn Tragerplatten auf denen eine Vielzahl unterschiedlicher 
Nukleinsaure-Sequenzen (meist DNA) in verschiedenen Bereichen 
gebunden wurden. Ublicherweise wird in einem bestimmten sehr 
kleinen Bereich lediglich die DNA einer bestimmten Sequenz 
gebunden, wobei ein Microarray bis zu mehrere 1000 verschiedene 
Bereiche aufweisen und Sequenzen binden kann. 

Werden diese Microarrays mit einer Vielzahl von verschiedenen 
Nukleinsaure-Sequenzen (meist ebenfalls DNA) aus einer zu un- 
tersuchenden Probe unter geeigneten Bedingungen (Salzgehalt, 
Temperatur, etc.) in Kontakt gebracht, so bilden sich komple- 
mentare Hybride aus den in der Probe befindlichen und den auf 
der Platte gebundenen Sequenzen. Nicht-komplementare Sequenzen 
kdnnen abgewaschen werden. Die Bereiche auf dem Microarray, 
welche DNA-Doppelstrange enthalten, werden ermittelt und er- 
moglichen einen RiickschluJJ auf die Sequenz und Menge der Nu- 
kleinsaure in der Ausgangsprobe. 



Microarrays werden beispielsweise in entsprechenden Verfahren 
zur Analyse des Expressionsprof ils von Zellen, also der Analyse 




WO 03/020873 J>(^ ■&/09348 

Fid 
/ 

-4- 

der Gesamtheit der von bestimmten Zellen exprimierten mRNA- 
Sequenzen, eingesetzt (vgl. Lockhart et al., Nat. Biotechnol. 
14 (1996), 1675-1680). 

5 Da die Menge der fur diese Analyse zur Verfiigung stehenden mRNA 
iiblicherweise beschrankt 1st, sind speziell Verfahren zur Ver- 
mehrung von Ribonukleinsauren entwickelt worden, die anschlie- 
fiend mittels Microarrays analysiert werden sollen. Dafiir werden 
die Ribonukleinsauren gegebenenf alls durch reverse Transkrip- 

.0 tion in die stabilere cDNA-Form iiberfiihrt. 

Verfahren, die eine hone Amplif ikation einer RNA-Population 
einzelner Zellen ermoglichen sollen, werden beispielsweise in 
US 5,514,545 beschrieben. Bei diesem Verfahren wird ein Primer 

.5 verwendet, der eine Oligo-dT-Sequenz und eine T7-Promotor- Re- 
gion aufweist. Die Oligo-dT-Sequenz lagert sich an die 3'-Poly- 
A-Sequenz der mRNA an und initiiert so die reverse Transkrip- 
tion der mRNA. Nach alkalischer Denaturierung des RNA/DNA-Hete- 
roduplex wird der zweite DNA-Strang unter Ausnutzung der Haar- 

20 nadel-Struktur am 3'-Ende der cDNA als Primer gebildet und 
mittels Nuklease SI zum linearen Doppelstrang geoffnet. Der 
DNA-Doppelstrang dient anschlieflend als Matrize fur die T7-RNA- 
Polymerase. Die so erhaltene RNA dient wiederum als Primer fur 
cDNA-Synthese, wobei hexamere Oligonukleotide beliebiger Se- 

25 quenz (sog. "random primer") verwendet werden. Der zweite DNA- 
Strang wird nach Hitzedenaturierung unter Verwendung der ge- 
nannten T-7-0ligo(dT) -Primer erzeugt. Diese DNA kann erneut als 
Matrize fur die T7 RNA-Polymerase dienen. 

30 Alternativ dazu offenbart US 5,545,522 dass auch ein einziges 
Primer-Oligonukleotid verwendet werden kann, um eine hohe Ver- 
mehrungsrate zu erzielen. Dafiir wird cDNA aus einer RNA durch 
reverse Transkription erzeugt, wobei ein Primer verwendet wird, 
der folgdende Elemente aufweist: (a) 5'-dN 20 , also beliebige 

35 Sequenz iiber eine Lange von 20 Nukleotiden; (b) minimaler T7- 
Promotor; (c) Transkriptionsstartsequenz GGGCG; und (d) Oligo- 




WO 03/020873 ^SjjF P(^jpj/09348 

- 5 - 

dT 15 . Die Sythese des zweiten DNA-Stranges wird nach partiellem 
Verdau der RNA mittels RNase H durchgef iihrt , indem verbleibende 
RNA-Oligonukleotide als Primer fur Polymerase I dienen. Die 
Enden der so erhaltenen DNA werden mit T4-DNA Polymerase ge- 
5 glSttet. 

Ein ahnliches Verfahren wird in US 5,932,451 offenbart, bei dem 
zusatzlich im 5 ' -proximalen Bereich noch zwei Box-Primersequen- 
zen addiert werden, die ein doppeltes Immobilisieren via Bio- 
L0 tin-Boxprimer ermoglichen. 

Die genannten Verfahren zur Vermehrung von Ribonukleinsauren 
weisen jedoch schwere Nachteile auf . So erzeugen die Verfahren 
Populationen von Ribonukleinsauren, die in ihrer Zusammenset- 

15 zung nicht der Ursprungs-Population entsprechen. Ein Grund 
dafiir besteht in der Verwendung der T7-Promotor-01igo-dT-Pri- 
mer, welche primar Ribonukleinsaure-Sequenzen aus dem 3 '-Be- 
reich der mRNA amplif izieren. Ferner wurde experimentell be- 
legt, dass die in den genannten Verfahren verwendeten, sehr 

20 langen Primer (mehr als 60 Nukleotide) die Bildung von Primer- 
Primer-Hybriden und eine unspezif ische Amplif ikation des Pri- 
mers ermoglichen (Baugh et al., Nucleic Acids Res., 29 (2001). 
Die bekannten Verfahren erzeugen somit zu nicht unerheblichem 
Anteil Artefakte, die bei der weiteren Analyse der Nuklein- 

25 sauren storen. 

Der vorliegenden Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren zur Vermehrung von Ribonukleinsauren zur Verfiigung zu 
stellen, das eine gleichmaflige Vermehrung der Ribonukleinsauren 
30 im Ausgangsmaterial ermoglicht. 

Diese Aufgabe wurde nunmehr durch Verfahren zur Vermehrung von 
Ribonukleinsauren gelost, bei denen man 



35 (a) mittels eines Einzelstrang-Primers , einer RNA-abhangi- 
gen DNA-Polymerase und Desoxyribonukleotid-Monomeren 
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einen DNA-Einzelstrang durch reverse Transkription aus 
einer RNA erzeugt; 

(b) die RNA entfernt; 

(c) mittels eines Einzelstrang-Primers , der die Sequenz 
eines Promotors umfaflt, einer DNA-Polymerase und Des- 
oxyribonukleotid-Monomeren einen DNA-Doppelstrang er- 
zeugt; 

(d) den Doppelstrang in Einzelstrange auftrennt; 

(e) mittels eines Einzelstrang-Primers, der die Sequenz 
eines Promotors umfaflt, einer DNA-Polymerase und Des- 
oxyribonukleotid-Monomeren DNA-Doppelstrange aus den in 
(d) entstandenen Einzelstrangen erzeugt; 

(g) mittels einer RNA-Polymerase und Ribonukleotid-Monome- 

ren eine Vielzahl von RNA-Einzelstrangen erzeugt. 



Erf indungsgemafl wurde iiberraschenderweise f estgestellt , dass 
die genannte Kombination von Verf ahrensschritten zu einer 
gleichmafiigen Amplif ikation der im Ausgangsmaterial befind- 
lichen Ribonukleinsauren fiihrt. Gleichzeitig verhindert das er- 
findungsgemaJ3e Verfahren die Entstehung von Artefakten. Das 
erfindungsgemaiie Verfahren stellt somit eine wesentliche Ver- 
besserung der Verfahren zur Vermehrung von Ribonukleinsauren 
dar und ermoglicht gleichzeitig eine Verbesserung der Verfahren 
zur Analyse von Ribonukleinsauren mittels Microarrays . 

GemaJJ einer Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemaflen Verfahrens 
werden bei der Vermehrung RNA-Einzelstrange erzeugt, welche 
dieselbe Sinnrichtung (Sequenz) wie das RNA- Ausgangsmaterial 
aufweist. Alternativ dazu kann das erf indungsgemaflen Verfahren 
auch so durchgefuhrt werden, dass RNA-Einzelstrange beider 
Sinnrichtungen entstehen (Sequenz des Ausgangsmaterials und 
komplementare Sequenz). 

Der in (a) verwendete Einzelstrang-Primer umfaflt vorzugsweise 
eine Oligo-dT-Sequenz , also eine Sequenz, in der mehrere dT- 
Nukleotide aneiander gereiht sind. Dies weist den Vorteil auf , 
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dass die Anlagerung des Primers im Bereich der poly-A-Sequenz 
der mRNA erfolgt. Es wird somit in der reversen Transkription 
nahezu ausschliefilich mRNA transkribiert . 

5 Erf indungsgemail ist es besonders bevorzugt, das in (a) ein 5'- 
(dT) ia V-Primer fur die reverse Transkription verwendet wird. 
Darunter wird ein Primer verstanden, der 18 dT-Desoxyribonu- 
kleotid-Monomere gefolgt von einem einzelnen Desoxyribonukleo- 
tid-Monomer anderer Art (also dA, dC oder dG, hier als V be- 

10 zeichnet) aufweist. Dieser Primer ermoglicht eine reverse 
Transkription, die nahezu ausschliefllich Sequenzen transkri- 
biert, welche im unmittelbaren 5 '-Bereich der Poly-A-Seqeunz 
beginnen. Die Verwendung dieses Primers unterdruckt somit die 
Bildung von Transkriptions-Artef akten, welche durch- Anlagerung 

15 der iiblichen Oligo-dT-Primer in grofieren Poly-A-Bereichen der 
mRNA bei den im Stand der Technik bekannten Verfahren entste- 
hen. 

Erfindungsgemafi ist es ferner bevozugt, die RNA in den DNA-RNA- 
20 Hybriden in (b) durch RNase auf zuspalten. Dabei konnen beliebi- 
ge RNasen verwendet werden. Die Verwendung von RNase I und/oder 
RNase H ist bevorzugt. Durch diesen Verf ahrensschritt werden 
alle RNAs eliminiert, die beim ersten Schritt nicht in cDNA 
umgeschrieben wurden, darunter insbesondere ribosomale RNAs, 
25 aber auch andere zellulare RNAs, die nicht den fur mRNA charak- 
teristischen Poly(A)-Schwanz aufweisen. 

Die durch reverse Transkription entstandenen DNA-RNA-Hybride 
konnten alternativ auch durch Hitzeeinwirkung in die Einzel- 

30 strang-Form iiberfuhrt werden. Die Verwendung der RNasen weist 
jedoch gegeniiber der Hitzeeinwirkung den weiteren Vorteil auf, 
dass die ebenfalls in der Probe vorliegende genomische DNA 
nicht linearis iert wird und somit auch nicht als Hybridisie- 
rungspartner fur die Primer in den nachf olgenden Schritten zur 

35 Verfugung steht. Besondere Vorteile des erf indungsgemafien Ver- 
fahrens ergeben sich durch die Verwendung der RNase I, da die- 
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ses Enzym leicht durch Hitze inaktiviert werden kann. Das er- 
findungsgemaiie Verfahren hat gerade die Vermehrung der Ribonu- 
kleinsauren zum Ziel; eine stabile RNase konnte diesem Ziel 
entgegen wirken und miisste umstandlich aus dem Reaktionsansatz 
5 entfernt werden. 

In (c) wird ein Einzelstrang-Primer verwendet, der eine Promo- 
tor-Seguenz umfaflt. Eine Promotor-Sequenz ermoglicht die Bin- 
dung der RNA-Polymerase und initiiert die Synthese eines RNA- 
L0 Stranges. Vorzugsweise verwendet man in (c) einen Einzelstrang- 
Primer, der die Sequenz eines hochspezif ischen RNA-Polymerase- 
Promotors umfafit, wie T7, T3, oder SP6 . 

Der Primer weist vorzugsweise eine Lange von nicht mehr als 35 
15 Nukleotiden auf , wobei eine Lange von nicht mehr als 30 Nukleo- 
tiden besonders bevorzugt ist. Die Auswahl von Primern geeigne- 
ter Lange ist fur das erf indungsgemaJie Verfahren von besonderer 
Bedeutung, da im Stand der Technik haufig zu lange Primer (bis 
zu und mehr als 60 Nukleotide) verwendet wurden, welche zur 
20 Selbsthybridisierung neigen und in grofiem Umfang Artefakte 
erzeugen. 

Gemafi einer Aus fuhrungs form der Erfindung wird in (c) ein Ein- 
zelstrang-Primer verwendet, der neben der Sequenz des Promotors 
25 eine Sequenz von maximal 6, vorzugsweise 3 beliebigen Nukleoti- 
den umfafit. Diese Sequenz ermoglicht eine gleichmaBige Hybri- 
disierung des Primers mit einem DNA-Strang beliebiger Seqeunz 
und somit auch die gleichma/iige Vermehrung aller DNA-Sequenzen 
in der Ausgangspopulation. 

30 

Erfindungsgemafi hat es sich als besonders vorteilhaft erwiesen, 
einen Primer zu verwenden, der neben dem Promotor eine beson- 
ders geeignete Sequenz von 6 Nukleotiden auf weist, namlich die 
Sequenz: 5 ' -N-N-N-T-C-T- ' 3 , worin N ein beliebiges Nukleotid 
35 darstellt (dATP, dCTP, dGTP oder dTTP). 
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Der in (c) verwendete Einzelstrang-Primer kann gemafl einer 
besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm eine Lange von 27 Nukleo- 
tiden und folgende Sequenz aufweisen (SEQ ID NO.l, in dem Se- 
quenzprotokoll als "<400> 1" bezeichnet): 

5 > -A-C-T-A-A-T-A-C-G-A-C-T-C-A-C-T-A-T-A-G-G-N-N-N-T-C-T- ' 3 

In der SEQ ID NO. 1 stellt N wiederum ein beliebiges Nukleotid 
dar (dATP, dCTP, dGTP oder dTTP) . Der Primer umfaflt die Sequenz 
des T7-RNA-Polymerase-Promotors . Der Transkriptionsstart der 
T7-RNA-Polymerase befindet sich in der als +1 dargestellten 
Position 5'-T-A-T-A-G +1 -G-N-N-N-3' der hier nur ausschnittsweise 
dargestellten obigen Sequenz. 

Der Primer mit der oben genannten Sequenz (SEQ ID N0:1) ist 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Als DNA-Polymerase in (c) und (e) kann eine beliebige DNA-ab- 
hangige DNA-Polymerase verwendet werden. Vorzugsweise wird das 
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase verwendet. Besondere Vor- 
teile des erf indungsgemaflen Verfahrens ergeben sich, wenn man 
als DNA-Polymerase die Klenow-exo" DNA-Polymerase verwendet. Fur 
die DNA-Polymerisation in (a), (c) und (e) benotigt man ferner 
die Desoxyribonukleotid-Monomere, iiblicherweise dATP, dCTP, 
dGTP und dTTP. 

In (d) konnen die DNA-Doppelstrarige "durch beliebige- Verf ahren 
in Einzelstrange aufgetrennt werden. Vorzugsweise erfolgt die 
Auftrennung durch Hitzeeinwirkung. 

Der in (e) eingesetzte Einzelstrang-Primer kann die identische 
Sequenz wie der in (c) eingesetzte Einzelstrang-Primer oder 
eine von diesem verschiedene Sequenz aufweisen. Es ist erfin- 
dungsgemafl bevorzugt, dass die in (c) und (e) eingesetzten 
Primer dieselbe Sequenz aufweisen. 



.0 



20 
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Vor der Durchfuhrung des Schrittes (f) kann es sinnvoll sein, 
uberschiissige Primer und/oder Primer-verursachte Artefakte 
(z.B. Pr imer-Dimere ) zu entfernen. 

Die Bestimmung der in (f) eine eingesetzte RNA-Polymerase er- 
folgt in Abhangigkeit der in dem Primer vorhandenen Promotor- 
Sequenz. Wurde ein Primer rait Sequenzen der T7 -Polymerase ver- 
wendet, so wird in (f) eine T7 -RNA-Polymerase eingesetzt. 

Fur die Bildung von Ribonukleinsauren in (f) benotigt man fer- 
ner Ribonukleotid-Monomere ; iiblicherweise werden ATP, CTP, GTP 
und UTP einsetzt. 



Die erf indungsgemaflen Verf ahren ermoglichen erstmals- eine star- 
L5 ke spezifische Vermehrung der RNA-Ausgangsseguenzen, bei der 
die Gesamtsequenz der RNA-Population reprasentiert wird. Die 
Vermehrung der Ausgangs-RNA-Sequenz erfolgt vorzugsweise um 
einen Faktor von mindestens 500, wobei eine Vermehrung um einen 
Faktor von mindestens 3000 besonders bevorzugt ist. 



Besondere Vorteile ergeben sich, wenn in 



(a) ein 5 '-(dT) 18 V-Primer fur die reverse Transkription ver- 
wendet wird; und in 
25 (b) RNase zur Aufspaltung der DNA-RNA-Hybride verwendet 

wird; und in 

(c) und (e) ein Primer mit der SEQ ID NO:l und die Klenow- 
exo" DNA-Polymerase verwendet werden; und in 

(d) Hitzeeinwirkung zur Auftrennung der Doppelstrange ver- 
30 wendet wird; und in 

(f) zunachst uberschiissige Primer und/oder Primer-verur- 
sachte Artefakte entfernt und T7 -RNA-Polymerase ver- 
wendet wird. 



35 Eine weitere Vermehrung der Ribonukleinsauren kann erzielt 
werden, wenn man ausgehend von den in (e) erzeugten DNA-Doppel- 
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strangen mindestens einen PCR-Zyklus durchflihrt. Dafur werden 
die in (e) erzeugten DNA-Doppelstrange in Einzelstrange aufge- 
trennt und unter Verwendung von mindestens einem Einzelstrang- 
Primer, einer DNA-Polymerase und den Desoxyribonukleotid-Mono- 
5 meren zu den DNA-Einzelstrangen jeweils komplementare DNA- 
Strange erzeugt. Die Auftrennung der DNA-Doppelstrange erfolgt 
vorzugsweise durch Hitzeeinwirkung. Eine weitere Vermehrung der 
Ribonukleinsauren ist moglich, wenn mehrere PCR-Zyklen, vor- 
zugsweise mindestens 2 oder 5 durchgefuhrt werden. 

.0 

Dieses Vorgehen weist den besonderen Vorteil auf, dass in der 
nachfolgenden RNA-Polymerisation RNA-Molekiile beider Sinnrich- 
tungen (Ursprungssequenz und komplementare Sequenz) erzeugt 
werden . 

L5 

Weitere Vorteile ergeben sich, wenn man fur die Erzeugung der 
DNA-Doppelstrange (durch PCR) Einzelstrang-Primer verwendet, 
welche die Sequenz des in (c) und/oder (e) verwendeten Primers 
aufweist. Besonders bevorzugt werden Verfahren, bei denen man 
20 einen Einzelstrang-Primer der SEQ ID NO:l verwendet. 



Auch bei der Durchfiihrung dieser Ausf iihrungsf orm der vorliegen- 
den Erfindung kann es vorteilhaft sein, den oder die Einzel- 
strang-Primer und Primer-verursachte Artefakte (z.B. Diraere) zu 
25 entfernen, bevor die RNA-Polymerase zugegeben wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Kits, die alle Re- 
agentien zur Vermehrung von Ribonukleinsauren mittels des er- 
findungsgemaflen Verfahrens zur Verfiigung stellen. Entsprechende 
30 Kits umfassen die folgenden Bestandteile: 

(a) mindestens einen Einzelstrang-Primer, der die Sequenz 
eines Promoters umfaJ3t; 

(b) eine RNA-abhangige DNA-Polymerase; 
35 ( c ) Desoxyribonukleotid-Monomere ; 

(d) eine DNA-abhangige DNA-Polymerase; 
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(e) eine RNA-Polymerase; und 

( f ) Ribonukleotid-Monomere . 

Das Kit kann zwei oder mehrere verschiedene Einzelstrang-Primer 
umfassen, wobei es bevorzugt ist, dass ein Einzelstrang-Primer 
eine Oligo-dT-Sequenz umfafit. Gemafi einer besonderen Ausfiih- 
rungs form umfaflt das Kit einen Einzelstrang-Primer mit einer 
5'-(dT) 18 V-Primer-Sequenz umfaflt, worin V Desoxyribonukleotid- 
Monomer bezeichnet, das nicht dT darstellt. 

Das Kit kann zusatzlich RNase I und/oder RNase H und/oder einen 
Einzelstrang-Primer, der die Sequenz des T7-, T3- oder SP6-RNA- 
Polymerase-Promotors aufweist, umfassen. Der Einzelstrang-Pri- 
mer weist neben der Sequenz des Promotors vorzugsweise eine 
beliebige Sequenz von maximal 6 Nukleotiden auf. Der Einzel- 
strang-Primer kann insbesondere die SEQ ID N0:1 aufweisen. 

Die in dem Kit vorliegende DNA-Polymerase ist vorzugsweise das 
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase, wobei die Verwendung der 
Klenow-exo" DNA-Polymerase besonders bevorzugt ist. 

Das Kit kann schliefllich die T 7 -RNA-Polymerase, eine Zusam- 
menstellung von Reagenzien zur Markierung und zum Nachweis von 
RNA und/oder DNA und einen oder mehrere Microarrays umfassen. 
Das Kit kann somit beispielsweise alle Bestandteile zur Durch- 
fiihrung einer Expressionsanalyse anbieten. 

Erf indungsgemaJi ist es besonders bevorzugt, daJ3 das Kit, die 
folgenden Bestandteile umfasst: 

(a) einen 5 ' -(dT) 18 V-Primer fur die reverse Transkription; 

(b) RNase; 

(c) einen Primer mit der in SEQ ID NO:l gezeigten Seqeunz; 

(d) Klenow-exo" DNA-Polymerase; 
(d) T7-RNA-Polymerase . 
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Ublicherweise werden die einzelnen Komponenten in getrennten 
Behaltern verpackt sein; es kann jedoch auch moglich sein, 
Bestandteile, die in einem Verf ahrensschritt verwendet werden 
gemeinsam in einen Behalter abzupacken. 

5 

Demgemafi betrifft die vorliegende Erfindung ferner Verfahren 
zur Analyse von Nukleinsauren, bei dem man eine Ribonukleinsau- 
re gewinnt, mittels eines der erf indungsgemafien Verfahren ver- 
mehrt und unter Verwendung eines Microarrays analysiert. Die 

„0 Ribonukleinsaure wird ublicherweise durch Isolierung aus einer 
biologischen Probe gewonnen. Die durch das erf indungsgemafle 
Verfahren vermehrte Ribonukleinsaure kann vor Analyse mittels 
Microarrays durch reverse Transkription in cDNA uberfiihrt wer- 
den. Das Verfahren ermoglicht die Analyse der Menge und/oder 

L5 Sequenz der cDNA. 

Das erfindungsgemafle Verfahren wird in Fig.l beispielhaft dar- 
gestellt: Zunachst wird ausgehend von RNA die eines DNA-Einzel- 
stranges durch reverse Transkription durchgefuhrt , wobei ein 
20 geankerter 01igo(dT) 18 V-Primer verwendet wird. Dieses Vorgehen 
ermoglicht es, den tibergang der Poly(|) -Enden der mRNA zum 3'- 
UTR-Bereich umzuschreiben. Im nachsten Schritt wird die RNA aus 
dem RNA/cDNA-Heteroduplex mittels RNaseH eliminiert und die 
restliche RNA (ribosomale RNA) durch RNasel entfernt. 

25 

Die Synthese des zweiten, komplementaren DNA-Stranges wird zur 
Einfiihrung der T7-Promotor sequenz durch Verwendung eines spe- 
ziellen Primers genutzt. Der Primer besteht aus einem Teilab- 
schnitt, in dem 6 beliebige Nukleotide aneinander gereiht wur- 
30 den, und einem zweiten Teilabschnitt, in der die Sequenz des 
T7-Polymerase-Promotors umfafit. Alternativ dazu kann hier der 
Primer mit der in SEQ ID N0:1 gezeigten Sequenz eingesetzt 
werden . 



35 Nach Anlagerung des Primers erfolgt die Auf fullung zum Doppel- 
strang mittels der dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase. Nach 
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Hitzedenaturierung des Doppe 1st ranges wird die Temperatur abge- 
senkt, wodurch der erf indungsgemafie Primer erneut hybridisieren 
kann. Ein weiterer DNA-Strang wird durch Elongation des Primers 
erhalten. Anschlieflend werden die im Uberschufi ' vorliegenden 
Primer sowie Primer-verursachte Artefakte (z.B. Dimere) ent- 
fernt und die Amplifikation der RNA erfolgt per in vitro- 
Transkription ausgehend von dem T7-Promotor. 

Eine Alternative zu dem obigen Verfahren wird in Fig. 2 be- 
schrieben, bei der die DNA-Doppel strange vor der Trans kript ion 
mittels PCR vermehrt werden. Wie in Fig. 2 gezeigt, ermoglicht 
diese Verf ahr ens alternative die Erzeugung von Ribonukleinsauren 
mit derselben Seguenz wie das Ausgangsmaterials und gleichzei- 
tig die Erzeugung von Ribonukleinsauren mit der komplementaren 
Seguenz . 

Die Abfolge und detailierte Durchfuhrung der Reaktionsschritte 
des erfindungsgemaflen Verfahrens werden nachfolgend beispiel- 
haft dargestellt: 



1. Reverse Transkription von 100 ng Gesamt-RNA mit Oligo(dT) 18 V- 
Primer: 



Erststrang-DNA-Synthese : 


i 


RNA (50 ng/Lil) : 


2 Hi 1 


01igo(dT)i ft V(5pmol/»il: 


1 ul 1 


dNTP-Mix ( 10 mM) : 


0,5 ul 1 


DEPC-H 2 0 


2 ^1 _| 



4 Min. bei 65 °C in einem Thermocycler mit Heizdeckel inkubieren 
dann auf Eis stellen. 



WO 03/020873 



- 15 - 



2/09348 



Erststrang-cDNA-Syntnesemix 




5 x RT-Puffer 


2 ^1 


100 mM DTT 


l'ul 


Rnase-Inhibitor (20 U/ul) 


1 Hi 


Superscript II (200 U/ul) 


0,5 nl 



Den Erststrang-cDNA-Synthesemix auf Eis zusammen pipettieren 
.0 und zu den Proben im Eisbad geben. Die Proben anschlieflend in 
den auf 42 °C vorgewarmten Thermocycler stellen. 

Inkubation der Proben: 

15 42°C/50 Minuten 
45°C/10 Minuten 
50°C/10 Minuten 

70°C/15 Minuten (zur Inaktivierung des Enzymes) 
20 Anschliefiend Proben auf Eis stellen. 



2. Entfernung der RNA 



1 Entfernung der RNA aus dem Reaktionsansatz 




Erststrang-cDNA 


10 ul 


1 Rnase-Mix (RNase H/Rnase I je 5 U/ul) 


1 nl 



30 Bei 37°C fur 20 Minuten inkubieren, anschlieJiend auf Eis stel- 
len. Zur Entfernung der ribosomalen RNA wurde auf die Verwen- 
dung von Rnase verzichtet, da dieses Enzym nur sehr schwer zu 
aktivieren ist. Die verwendete Rnase I kann an dieser Stelle 
optimal durch Inkubation bei 70°C fiir 15 Minuten vollstandig 

35 inaktiviert werden. 
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3. Rnadom-Hin-und Zuruck-priming der Erststrang-cDNA mit T7- 
random-Primer 



Random Priming der Erst Strang cDNA T7 -random 
Primer 




Erststrang-cDNA 


10 |il 


dNTP-Mix (10 mM) 


0,5 Hi 


artus 6 ( T7 -random-Primer , 10 pmol/ul) 


3 Hi 


lOx Klenow Puffer 


5 M-l 




30,5 Hi 



L0 



Inkubation: 
15 Hin-priming: 
65°C/1 Minute 
37 °C 2 Minuten 

1 \il Klenow exo-(5U/*il) zur Probe geben 
37°C/20 Minuten 

20 

Zuriick-priming 
95°C/1 Minute 
37°C/2 Minuten 
25 1 nl Klenow exo-(5 U/nl) zur Probe geben. 
37°C/20 Minuten 

65°C/15 Minuten (zur Inaktivierung des Enzymes) 
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4. Reinigung der cDNA mit High-Pure PCR Purification Kit 
(Roche) 



Reinigung der cDNA: 




Klenow-Reaktionsmix 


50\xl 


Binding-buffer 


250 \il 


Carrier (cot-l-DNA, 100ng/nl) 


3 Hi 



L0 

Den Mix auf die Saulchen pipettieren und fur 1 Minute in einer 
Tischzentrifuge bei max. Umdrehung zentrifugieren. Den Durch- 
lauf verwerfen, die Saulchen mit 500 Hi Waschpuffer auffullen 
und wie oben zentrifugieren. Den Durchlauf verwerfen, die 
15 Saulchen mit 200 h1 Waschpuffer auffullen und wie oben zentri- 
fugieren. 

Die Saulchen in ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Gef afl iiberfiihren und 
mit 50 nl Elutions-Puffer auffullen, eine Minute inkubieren und 
20 dann wie oben zentrifugieren. Den Elutionsvorgang einmal wie 
beschrieben wiederholen. 



5. Ethanol-Fallung der gereinigten cDNA 

25 Die Pellet Paint w -Carrier-Stockl6sung nicht vortexen und immer 
dunkel aufbewahren. Langere Lagerung bei -20°C, kleinere Ali- 
quots konnen fur ca. 1 Monat bei 4°C gelagert werden. 



Ethanol-Fallung: 






Eluat 


100^1 




Carrier (Pellet Paint™) 


2 Hi 




Natrium-Acetat 


10 Hi 




Alkohol abs 


220 Hi 
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Den Ansatz gut mischen (nicht vortexen) und die cDNA bei Raum- 
temperatur fur 10 Minuten bei maximaler Umdrehung pelletieren. 
Den ijberstand abnehmen und das Pellet einmal mit 200 ul 70% 
Ethanol waschen. 1 Minute wie oben zentrif ugieren und den Uber- 
5 stand vollstandig mit einer Pipette entfernen. Zum Trocknen des 
Pellets das Eppendorf-Gef aJ3 fiir ca. 5 Minuten geoffnet bei 
Raumtemperatur stehen lassen. Nicht in der speedvac trocknen! 
Anschliefiend das Pellet in 8 nl Tris-Puffer (pH 8,5) losen und 
auf Eis stellen. 



6. Amplifikation per in vitro-Transkription 





In vitro Trans kriptioh: 






15 


cDNA 


8 ul 






UTP (75 mM) 


2 ul 






ATP (75 mM) 


2 Hi 






CTP (75 mM) 


2 Hi 






GTP (75 mM) 


2 ul 




20 


lOx Puffer 


2 Hi 






T7 -RNA-Polymerase 


2 Ul 





25 Alle Reaktionskomponenten auftauen und den Ansatz bei Raum- 
temperatur, nieraals auf Eis zusammenpipettieren, da der Sper- 
midin-Anteil im Reaktionspuf f er zu einer Prazipitation des 
Templates fuhren wiirde. Fiir die Reaktion 0,5 ml bzw. 0,2 ml 
Rnase-frei PCR-Tubes verwenden. 

30 

Die Transkription uber Nacht bei 37 °C in einem Thermocycler mit 
Heizdeckel oder in einem Hybridisierungsof en inkubieren. 1-2 ^1 
des Ansatzes auf ein natives 1 , 5%-Agarose-Gel auftragen. An- 
schlieiiend 1 ul DNase pro Reaktion zugeben und fiir weitere 15 
35 Minuten bei 37 °C inkubieren, Zur Reinigung der RNA das Rneasy- 
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Kit von Qiagen benutzen und nach dem Protokoll zur RNA-clean-up 
vorgeben. Die RNA anschlieflend mit 2x50 ^l DEPC-Wasser eluieren 
und wie bei 6 beschrieben Etanol fallen. Das RNA-Pellet in 5 \il 
DEPC-Wasser losen. 

Die RNA ist jetzt fertig zur Markierung fur die Microarray-Hy- 
bridisierung. 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Vermehrung von Ribonukleinsauren, Schrit- 

te umfassend, bei denen man 



(a) mittels eines Einzelstrang-Primers , einer RNA- 
abhangigen DNA-Polymerase und Desoxyribonukleotid- 
Monomeren einen DNA-Einzelstrang durch reverse 
Transkription aus einer RNA erzeugt; 

(b) die RNA entfernt; 

(c) mittels eines Einzelstrang-Primers, der die Se- 
quenz eines Promoters umfaflt, einer DNA-Polymerase 
und Desoxyribonukleotid-Monomeren einen DNA-Dop- 
pelstrang erzeugt; 

(d) den Doppelstrang in Einzelstrange auftrennt; 

(e) mittels eines Einzelstrang-Primers, der die Se- 
quenz eines Promotors umfafit, einer DNA-Polymerase 
und Desoxyribonukleotid-Monomeren DNA-Doppel stran- 
ge aus den in (d) entstandenen Einzelstrangen 
erzeugt; 

(f) mittels einer RNA-Polymerase und Ribonukleotid- 
Monomeren eine Vielzahl von RNA-Einzelstrangen 
erzeugt . 

2, Verfahren gemafl Anspruch 1, bei dem RNA-Einzelstrange 

dieselbe Sinnrichtung (Sequenz) wie das RNA-Ausgangs- 
material aufweisen. 



3. Verfahren gemafi Anspruch 1 oder 2, bei dem in (a) ver- 

wendete Einzelstrang-Primer eine Oligo-dT-Sequenz urn- 
faflt. 



4. 



Verfahren gemafl einem der Anspruche 1-3, bei dem man in 
(a) einen 5 '-(dT) 18 V-Primer fiir die reverse Transkrip- 



WO 03/020873 




2/09348 



tion verwendet, worin V ein Desoxyribonukleot id-Monomer 
bezeichnet, das nicht dT ist. 



5. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem man die RNA in (b) durch RNase hydrolysiert . 

6. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem man die RNA in (b) durch RNase I und/oder RNase H 
entf ernt . 



7. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 

dem man in (c) einen Einzelstrang-Primer verwendet, der 
die Sequenz des T7-, T3- oder SP6-RNA-Polymerase-Promo- 
tors umfafit. 



8. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem man in (c) einen Einzelstrang-Primer verwendet, der 
neben der Sequenz des Promotors eine beliebige Sequenz 
von nicht mehr als 6 Nukleotiden umfafit. 

9. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem man in (c) einen Einzelstrang-Primer mit einer 
Gesamtlange von nicht mehr als 35 , vorzugsweise nicht 
mehr als 30 Nukleotiden verwendet. 



10. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 

dem man in (c) einen Einzelstrang-Primer mit der in SEQ 
ID NO:l gezeigten Sequenz verwendet. 



11. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem man als DNA-Polymerase das Klenow-Fragment der DNA- 
Polymerase verwendet. 

12. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem man als DNA-Polymerase die Klenow-exo" DNA-Poly- 
merase verwendet. 
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13. Verfahren gemafl einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem man als Desoxyribonukleotid-Monomere dATP, dCTP, 
dGTP und dTTP einsetzt. 

14. Verfahren gemaJl einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem man in die DNA-Doppelstrange in (d) durch Hitzeein- 
wirkung in Einzelstrange auftrennt. 

15. Verfahren gemafl einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem der in (e) eingesetzte Einzelstrang-Primer iden- 
tisch zu dem in (c) eingesetzten Einzelstrang-Primer 
ist . 

16. Verfahren gemafl einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem sich der in (e) eingesetzte Einzelstrang-Primer von 
dem in (c) eingesetzten Einzelstrang-Primer unterschei- 
det . 

17. Verfahren gemafi einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem die in (f) eingesetzte RNA-Polymerase die T7-RNA- 
Polymerase ist. 

18. Verfahren gemafi Anspruch 17, bei dem man vor Zugabe der 
T7 -RNA-Polymerase iiberschiissige Primer und/oder Primer- 
verursachte Artefakte entfernt. 

19. Verfahren gemafl einem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem man als Ribonukleotid-Monomere ATP, CTP, GTP und 
UTP einsetzt. 

20- Verfahren geraafi einem der vorstehenden Anspriiche, bei 

dem eine Vermehrung der Ausgangs-RNA-Sequenz um einen 
Faktor von mindestens 500, vorzugsweise mindestens 3000 
erf olgt . 
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22. 



23. 



24. 



Verfahren gemafl einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem man in 

(a) ein 5 ' - (dT) 18 V-Primer fur die reverse Transkription 
verwendet; und in 

(b) RNase zur Aufspaltung der DNA-RNA-Hybride verwen- 
det; und in 

(c) und (e) ein Primer mit der SEQ ID N0:1 und die 
Klenow-exo" DNA-Polymerase verwendet; und in 

(d) Hitzeeinwirkung zur Auftrennung der Doppelstrange 
verwendet; und in 

(f) zunachst uberschussige Primer und/oder Primer- 
verursachte Artefakte entfernt und die T7-RNA- 
Polymerase verwendet. 

Verfahren gemafl einem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem man die in (e) erzeugten DNA-Doppelstrange in Ein- 
zelstrange auftrennt und unter Verwendung von mindes- 
tens einem Einzelstrang-Primer , einer DNA-Polymerase 
und den Desoxyribonukleotid-Monomeren zu den DNA-Ein- 
zelstrangen jeweils komplementare DNA-Strange erzeugt. 

Verfahren gemafl Anspruch 22 , bei dem man die Auftren- 
nung der DNA-Doppelstrange, Primer-Anlagerung und 
-Elongation mindestens einmal, vorzugsweise mind^stens 
2 oder S.mal wiederholt. 

Verfahren gemafi Anspruch 22 oder 23 , bei dem die Auf- 
trennung der DNA-Doppelstrange durch Hitzeeinwirkung 
erfolgt . 

Verfahren gemafl einem der Anspruche 22 bis 24, bei dem 
man fur die Erzeugung wieterer DNA-Doppelstrange Ein- 
zelstrang-Primer verwendet, welche die Sequenz des in 
(c) und/oder (e) verwendeten Primers aufweist. 
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26. Verfahren gemaB Anspruch 25, bei dem man der Einzel- 
strang-Primer die in SEQ ID NO:l gezeigte Sequenz auf- 
weist . 

27. Verfahren gemafl einem der Anspriiche 22 bis 26 , bei dem 
Ribonukleinsauren mit derselben Sinnrichtung (Sequenz) 
wie das RNA-Ausgangsmaterial und Ribonukleinsauren der 
komplementaren Sequenz gleichzeitig erzeugt werden. 

28. Kit zur Vermehrung von Ribonukleinsauren gemaB einem 
Verfahren der Anspriiche 1 bis 27, welches die folgenden 
Bestandteile umfasst: 

(a) mindestens einen Einzelstrang-Primer, der die Se- 
quenz eines Promotors umfaBt; 

(b) eine RNA-abhangige DNA-Polymerase; 

( c ) Desoxyribonukleotid-Monomere ; 

(d) eine DNA-abhangige DNA-Polymerase; 

(e) eine RNA-Polymerase; und 
( f ) Ribonukleotid-Monomere . 

29. Kit gemaB Anspruch 28, das zwei verschiedene Einzel- 
strang-Primer umfaBt, 

30. Kit gemafl Anspruch 29, in dem ein Einzelstrang-Primer 
eine Oligo-dT-Sequenz umfaBt. 

31. Kit gemaB einem der Anspruch 28 bis 30, in dem ein 
Einzelstrang-Primer eine 5'-(dT) 18 V-Primer-Sequenz um- 
faBt, worin V ein Desoxyribonukleotid-Monomer bezeich- 
net, das nicht dT ist. 

32. Kit gemaB einem der Anspriiche 28 bis 31, das zusatzlich 
RNase I und/oder RNase H umfaBt. 
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34. 



35. 



36. 



37. 



38. 



39. 



Kit gema/3 einem der Anspriiche 28 bis 32, in dem ein 
Einzelstrang-Primer die Sequenz des T7, T3, oder SP6 
RNA-Polymerase-Promotors umfafit. 

Kit gemafi einem der Anspriiche 2 8 bis 33, in dem ein 
Einzelstrang-Primer neben der Sequenz des Promotors 
eine beliebige Sequenz von nicht mehr als 6 Nukleotiden 
umf aJ3t . 

Kit gemafi einem der Anspriiche 28 bis 34, das einen 
Einzelstrang-Primer der in SEQ ID NO:l gezeigten Se- 
quenz umf aJ3t . 

Kit gemafl einem der Anspriiche 28 bis 35, welches das 
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase umfaflt. 

Kit gemafl einem der Anspriiche 28 bis 36 , welches die 
Klenow-exo" DNA-Polymerase umf aflt . 

Kit gemaJ5 einem der Anspriiche 28 bis 37, welches die 
T7-RNA-Polymerase umfaflt. 

Kit gemaJi einem der Anspriiche 2 8 bis 38 f das eine Zu- 
sammenstellung von Reagentien zur Markierung und zum 
Nachweis von Nukleinsauren umfaflt. 

Kit gemafl einem der Anspriiche 28 bis 39, die folgenden 
Bestandteile umfassend: 

(a) einen 5 ' - ( dT ) 18 V-Primer fiir die reverse Trans krip- 
tion; 

(b) RNase; 

(c) einen Primer mit der in SEQ ID NO:l gezeigten 
Sequenz ; 

(d) Klenow-exo" DNA-Polymerase; 
( d) T7 -RNA-Polymerase . 
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42. 



43. 



44. 



Kit gemafl einera der Anspriiche 28 bis 40 , das einen 
Microarray umfaflt.- 

Verfahren zur Analyse von Nukleinsauren, bei dem man 
eine Ribonukleinsaure gewinnt, mittels eines Verfahrens 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 27 vermehrt und unter 
Verwendung eines Microarrays analysiert. 

Verfahren gemaJ3 Anspruch 42, bei dem man die Ribonu- 
kleinsaure durch Isolierung aus einer biologischen 
Probe gewinnt. 

Verfahren gemaii Anspruch 42 Oder 43 , bei dem man die 
Ribonukleinsaure vermehrt, durch reverse Transkription 
in cDNA iiberfiihrt und die cDNA mittels Microarrays 
analysiert. 

Verfahren gemai} einem der Anspriiche 42 bis 44, bei dem 
man die Menge und oder Sequenz der cDNA analysiert. 



46. 



Primer, der die in SEQ ID N0;1 gezeigte Sequenz auf- 
weist . 
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AAAAA 

1. Reverse Transkription der mRNA 
mit 5 , -(dT)i8V tbPl i iner 



AAAAA 
V(dT) 18 



^ 2. RNasen zur KNA-Eatfemung 
V(dT) 18 




S. dsDNA mit Klenow exo" 
undT7-N6 Primer 



<— V(dT) 18 

> 



4. Denaturieren 




V(dT) 1 , 




Fig. la 
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Fig. lb 
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AAAAA 

1. Reverse Transkription der mRNA 
mit S'-CdTJ^V^fttee, 



AAAAA 
V(dT) l8 



^ 2. RNasen zur RNA-Entfernung 
V(dT) 18 




3. dsDNAmit Klenow exo" 
undT7-N6 Primer 



<= V(dT) 18 

W 




I 4 " 



Denaturieren 




Fig. 2a 
(identisch mit Fig. la) 
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5. dsDNAmit Klenow exo" 
und T7-N6 Primer 



V(dT) 18 




^ 6. Zusatz-Option: 2 PCR-Cyclen 



1 



7. UberschuB Primer Entfernen 

8. Transkription 




/N6T7 TTN 6 , 

N6" ^ ~ N6 

N6 + N6 

rv^^tN6T7 ^K^A^ 

N6 N6 

rN6T7 T7N6 T ^v^r^^n 

N6 




Sense-RNA 



Antisense-RNA 



Fig. 2b 
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SEQUEN2PROTOKOLL 

<110> Artus 

5 

<120> Vermehrung von Ribonukleinsauren 

<130> 58056 

10 <140> Noch nicht vergeben 
<141> 2001-09-03 

<160> 1 

15 <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 27 
<212> DNA 
20 <213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
25 <400> 1 

actaatacga ctcactatag gnnntct 27 



